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POVZETEK 
Okužbe so velik javnozdravstveni problem, ki se je z nastankom in širjenjem odpornosti na 
zdravila še povečal. Zaradi tega so bili sprejeti številni ukrepi za boljše obvladovanje okužb, 
kot so bolj smotrna uporaba kemoterapevtikov in odkrivanje novih učinkovin s 
kemoterapevtskim delovanjem. Pogosto so bakterije, ki so odporne na en kemoterapevtik, 
odporne na vse kemoterapevtike iz te skupine, zato potekajo raziskave, ki bi ciljale na 
metabolične poti, ki jih trenutno uporabljene učinkovine ne zadevajo. 
V sklopu magistrske naloge smo poizkušali sintetizirati nove zaviralce D-alanil-D-alanin 
ligaze, ki je znotrajcelični bakterijski encim, potreben za sintezo bakterijske celične stene. 
Nameravali smo sintetizirati spojine, ki bi bili analogi znanih zaviralcev D-alanil-D-alanin 
ligaze in bi imele ohranjeno zaviralno delovanje na encimu, a bi prehajale v notranjost celice 
in bi imele ustrezne farmakokinetične lastnosti, kar je pri znanih zaviralcih problem in 
verjetni razlog za odsotnost njihove klinične uporabe. Osnovno ogrodje pripravljenih spojin 
predstavlja N-(2-aminoetil)-2,4-dihidroksibenzamid, z različnimi vezanimi fragmenti na 
mestu 2. 
Pripravili smo dva osnovna reagenta, na katere smo pripenjali različne fragmente. Prvi 
reagent metil 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzoat se je izkazal kot dokaj nereaktiven, drugi 
benzil (2-(4-(benziloksi)-2-hidroksibenzamido)etil)karbamat pa kot nekoliko bolj reaktiven, 
a je bilo za uspešno sintezo običajno potrebno uporabiti bolj ostre reakcijske pogoje, kot sta 
povišana temperatura in dodatek večjih prebitnih količin reagentov. 
Sintetizirali smo serijo produktov, zaradi časovne omejenosti magistrske naloge smo 
nekatere produkte sintetizirali v količinah, ki so omogočile zgolj kemijske analize produkta 
in potrditev sinteze, ne pa tudi biološke evalvacije.  
Pripravili smo sintezno pot, ki jo je možno uporabiti za sintezo tovrstnih spojin. V nekaterih 
primerih, kjer reakcije niso potekle, smo predlagali alternativno pot sinteze. 
KJUČNE BESEDE: D-alanil-D-alanin ligaza, bakterijska odpornost, nove protibakterijske 
učinkovine, celična stena, N-(2-aminoetil)-2,4-dihidroksibenzamid 
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ABSTRACT 
Infectious diseases pose a major health problem, that has increased with the spread of 
resistance. For this reason, numerous measures to improve the treatment of infections have 
been accepted as well as the more sensible use of chemotherapeutic agents and the 
production of new drugs with chemotherapeutic effects. Bacteria that are resistant to a 
particular chemotherapeutic agent will generally be resistant to all agents from this group. 
Within the scope of a master thesis we have tried to synthesise new inhibitors of the D-alanil-
D-alanine ligase, i.e. the intracellular bacterial enzyme required for the synthesis of the 
bacterial cell wall. 
We intended to synthesise compounds, which would be analogues of known inhibitors and 
which would retain the inhibitory activity on the enzyme, but be permeable to the cell 
membrane and had proper pharmacokinetic properties that known inhibitors normally do not 
have and is probably the reason for the lack of their clinical use. Basic building block of our 
compounds was N-(2-aminoethyl)-2,4-dihidroxybenzamide, with different bound fragments 
in place 2. 
We prepared two basic reagents to which we attached different fragments, first reagent 
methyl 4-(benzyloxy)-2-hidroxybenzoate turned out to be quite unreactive, the second 
benzyl (2-(4-(benzyloxy)-2-hidroxybenzamido)ethyl)carbamate as a slightly more reactive, 
but it was usually needed to use aggressive conditions for successful synthesis, such as high 
temperature and addition of larger amounts of reagents. 
We synthesised series of products, due to time constraints some products were synthesised 
in amounts, that allowed only chemical analysis of the product and confirmations of 
synthesis, but not biological evaluation. 
We prepared a synthetic pathway, that could be used for synthesis of such compounds. We 
suggested the alternative synthesis route in some cases, where planned reactions did not yield 
the desired product. 
KEY WORDS: D-alanil-D-alanine, bacterial resistance, novel antibacterial compounds,cell 
wall, N-(2-aminoethyl)-2,4-dihidroxybenzamide 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ATP   adenozin trifosfat 
CDI   karbonildiimidazol 
D-Ala   D-alanin 
D-Ala-D-Ala  D-alanil-D-alanin  
DCM   diklorometan 
Ddl   D-alanil:D-alanin ligaza; D-alanil-D-alanin ligaza 
DMF    dimetilformamid 
DMSO  dimetilsulfoksid 
E. coli   Escherichia coli 
EC   številka encima po klasifikaciji encimske komisije 
EDC   3-(((etilamino)metilen)amino)-N,N-dimetilpropan-1-amin 
ESI   elektrospray ionizacija 
Gly    glicin 
HOBT   hidroksibenzotriazol 
HPLC    visoko zmogljiva tekočinska kromatografija 
Hz   Hertz 
IR   infrardeča spektroskopija 
J   sklopitvena konstanta 
LiOtBu  litrijev terc-butoksid  
Lys   lizin 
M   molska masa 
MS   masna spekrometrija 
NAG     N-acetilgkukozamin 
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NAM    N-acetilmuraminska kislina 
NMR   jedrska magnetna resonanca 
NNM   N-metilmorfolin 
ppm   parts per million 
Rf   retencijski faktor 
TBABr  tetrabutilamonijev bromid  
TBAH   tetrabutilamonijev hidroksid 
TBAI   tetrabutilamonijev jodid 
THF    tetrahidrofuran 
TLC    tankoplastna kromatografija 
tR   retencijski čas 
UDP-GlcNAc  UDP-N-acetilglukozamin  
UDP-MurnNAc UDP-N-acetilmuraminska kislina  
δ   kemijski premik 
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1. UVOD 
1.1 DEFINICIJA ANTIBIOTIKOV IN 
KEMOTERAPEVTIKOV 
Protibakterijske učinkovine so spojine, ki se uporabljajo za zdravljenje in preprečevanje 
bakterijskih okužb. V to skupino zdravilnih učinkovin uvrščamo antibiotike in 
kemoterapevtike. Antibiotiki so metaboliti različnih vrst mikroorganizmov ali njihovi 
sintezni analogi, ki v majhnih odmerkih zavirajo rast ali preživetje mikroorganizmov, ne 
povzročajo pa resnih neželenih učinkov na gostitelja. Spadajo v skupino največkrat 
predpisanih zdravilnih učinkovin, prav njihova prepogosta uporaba pa je v zadnjih 
desetletjih povzročila zmanjšanje protimikrobne aktivnosti večine strukturnih razredov tako 
antibiotikov kot kemoterapevtikov. Kemoterapevtiki so spojine popolnoma sinteznega 
izvora, ki zavirajo rast ali preživetje mikroorganizmov (1,2).  
 
1.2 ZGODOVINA PROTIBAKTERIJSKI UČINKOVIN 
Pomemben mejnik v zgodovini človeka v boju z mikroorganizmi predstavlja odkritje 
bakterij leta 1676, ko je van Leeuwenhoek odkril mikroskop, kar je omogočilo vpogled v 
strukturo bakterij. Robert Koch je v 19. stoletju pokazal, da se v izločkih in tkivih bolnikov 
z določenimi infekcijami nahajajo mikroorganizmi, ki so neznačilni za zdrave osebe. Luis 
Pasteur je leta 1887 objavil ugotovitev, da je pri injiciranju bacilov antraksa, predhodno 
okuženih s kolonijo »običajnih bakterij«, v poskusno žival, le-ta preživela. To sicer ni vedno 
delovalo, a je nakazovalo na antibiozo, kjer dva ali več mikroorganizmov tekmujeta za 
preživetje. Pravilne vzroke in mehanizme tega pojava pa so začeli razumeti šele čez pol 
stoletja (1).   
Moderna doba protimikrobnega zdravljenja se začne z odkritjem penicilina Alexandra 
Fleminga leta 1928 in odkritjem sulfonamidov Paula Ehrlicha leta 1936 (1,2). 
V naslednjih dveh desetletjih so nato z usmerjenim iskanjem metabolitov odkrili še 
tirotricin(1939), streptomicin(1943), kloramfenikol(1947), klortetraciklin(1949) in 
eritromicin(1952). Odkritje antibiotikov mnogi uvrščajo med pet najpomembnejših odkritij 
oziroma izumov 20. stoletja (1).  
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1.3 DELITEV PROTIBAKTERIJSKIH UČINKOVIN 
Protibakterijske učinkovine predstavljajo raznoliko skupino spojin, ki jih lahko razdelimo 
po različnih kriterijih, glede na: 
 • mehanizem delovanja, 
 • način aplikacije, 
 • spekter delovanja, 
 • izvor (antibiotiki/kemoterapevtiki), 
 • kemijsko strukturo. 
 
Glede na kemijsko strukturo jih razvrščamo v naslednje strukturne razrede: 
• β-laktamski antibiotiki, 
• sulfonamidi, 
• aminoglikozidi, 
• kinoloni, 
• makrolidi, 
• drugi (2). 
β-laktamski antibiotiki 
Osnovna struktura te skupine predstavlja β-laktamski obroč (na sliki 1), to je štiričlenski 
heterociklični obroč s karbonilno skupino na mestu 2. β-laktamski antibiotiki se vežejo na 
penicilin-vezoče proteine, ki so odgovorni za premreženje peptidoglikana, ki je osnovni 
gradnik bakterijske celične stene. Vezava v aktivno mesto encima vodi v smrt celice zaradi 
osmotske nestabilnosti ali avtolize (2,3). 
 
Slika 1: β-laktamski obroč 
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Med β-laktamski antibiotiki, ki imajo širokospektralno delovanje spadajo penicilini, 
cefalosporini, monobaktami in karbapenemi. Na njih se pogosto razvije odpornost tako, da 
bakterije začnejo proizvajati encime β-laktamaze, ki napadejo β-laktamski obroč (2). 
 
Sulfonamidi 
Sulfonamidi so bili odkriti sredi 30. let prejšnjega stoletja. Prontozil ruburum je rdeče 
barvilo, za katerega se je izkazalo, da je predzdravilo, ki se v organizmu s pomočjo črevesnih 
bakterij metabolizira do brezbarvnega sulfanilamida, ki je aktivna oblika spojine (slika 2).  
 
 
 
Slika 2: Reakcija prikazuje nastanek aktivnega metabolita iz predzravilne oblike 
 
Sulfonamidi v običajnih odmerkih delujejo bakteriostatično. Njihovo delovanje temelji na 
posnemanju strukture p-aminobenzojske kisline, ki je naravni substrat dihidropteroat sintaze 
in zaviranju delovanja omenjenega encima. Dihidropteroat sintaza  je eden od ključnih 
encimov pri biosintezi folne kisline in posledično pri biosintezi timidina, ki je pomemben za 
razmnoževanje bakterij. Večina bakterij postaja čedalje bolj odporna na sulfonamide (1,4). 
 
Aminoglikozidi 
Aminoglikozidi so visoko aktivni, širokospektralni antibiotiki. Njihov začetek sega v leto 
1944, ko je bil odkrit streptomicin, sledili pa so še kanamicin, gentamicin in tobramicin, ki 
so utemeljili to skupino antibiotikov kot uporabno skupino zdravilnih učinkovin za 
zdravljenje Gramnegativnih infekcij. V 70. letih so nato sintetizirali polsintezne analoge 
dibekacin, amikacin in netilmicin, ki so bili učinkoviti tudi proti drugim bakterijam in z 
drugačnimi toksikološkimi učinki. Od takrat pa se je razvoj aminoglikozidov upočasnil (5,6). 
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Kinoloni  
Kinoloni predstavljajo sintezno skupino protibakterijskih učinkovin, njihovo osnovno 
strukturo pa predstavlja N-alkiliran-3-karboksipiridin-4-onov obroč prikondenziran s še 
enim substituiranim aromatskim obročem. Prvi kinolon na tržišču je bila nalidiksična kislina, 
ki je bila odkrita leta 1962, klinično pa se je začela uporabljati leta 1967. Spada v prvo 
generacijo kinolonov, pri katerih je spekter delovanja omejen na majhno število 
Gramnegativnih bakterij, zato so imeli ti derivati majhen klinični pomen. Šele fluoriranje na 
mestu 6 osnovnega obroča je izrazito povečalo aktivnost teh spojin. Spojine, ki vsebujejo 
fluor na mestu 6 se imenujejo fluorokinoloni in predstavljajo pomembno skupino 
protibakterijskih učinkovin. Norfloksacin (na sliki 3) je bil v klinično prakso uveden leta 
1986 in predstavlja prvo učinkovino druge generacije fluorokinolonov. Kasneje so bili 
sintetizirani še številni analogi, ki imajo izboljšane lastnosti kot so: ciprofloksacin, 
gemifloksacin, norofloksacin oflosksacin, levofloksalcin in moksifloksacin. Kinoloni 
delujejo baktericidno, ker zavirajo DNA girazo in topoizomerazo IV, ključna encima za 
urejanje konformacije deoksiribonukleinskih kislin (1,7,8). 
  
Slika 3: Primera dveh kinolonskih antibiotikov 
Makrolidi  
Makrolidi so skupina naravnih širokospektralnih antibiotičnih spojin, ki je sestavljena iz 
velikega laktonskega obroča, na katerega je pripet eden ali več monosaharidov. Obroč je 
običajno 14, 15 ali 16- členski. Klinično pomembni makrolidi imajo običajno vezana dva ali 
več specifičnih sladkorjev (kladozin in deoszamin) na 14- členski obroč. Ena od aminokislin 
sladkorja je običajno substituirana, tako da imajo makrolidi običajno šibko bazičen značaj. 
Makrolidi delujejo tako, da zavirajo sintezo proteinov na ribosomu Gramnegativnih bakterij, 
zato so dobra alternativa penicilinom pri ljudeh z alergijo na peniciline (1,4,8). 
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1.4 BAKTERIJSKA ODPORNOST 
Bakterijska odpornost ali bakterijska rezistenca na protibakterijske učinkovine je oblika 
odpornosti, pri kateri nekatere subpopulacije bakterij preživijo izpostavljenost enemu ali več 
antibiotikom oziroma drugim dejavnikom. Patogeni, ki so odporni na več antibiotikov hkrati, 
se imenujejo večkrat odporni (multirezistentni) patogeni (2,9).  
Odkritje in razvoj antibiotikov in kemoterapevtikov predstavlja enega izmed največjih 
napredkov preteklega stoletja. Število smrti zaradi okužb se je bistveno zmanjšalo. Žal pa se 
je že na samem začetku tega stoletja pokazalo, da se je baterijska odpornost zelo razširila in 
nastal je tudi pojav superbakterij, to je bakterij odpornih na vse ali večino antibiotikov in 
kemoterapevtikov. Razlogov za pospešen razvoj odpornosti je veliko in so različni, glavni 
pa je preveliko in nesmotrno predpisovanje antibiotikov pri ljudeh kot pri živalih, predvsem 
v profilaksi. Poleg tega se zaradi razvoja medicinske tehnologije povečuje število imunsko 
oslabljenih pacientov, ki predstavljajo ugodno okolje za razvoj bakterij, tudi odpornih (9). 
Mehanizmi, ki privedejo do nastopa odpornosti so sledeči: 
• spremembe v tarčnih mestih encimov, 
 
• spremembe v strukturi celične stene, 
 
• sprememba v transportnem sistemu, 
 
• sprememba metabolnih poti bakterij. 
 
Odpornost na bakterije delimo na naravno (intrinzično) ali pridobljeno  (ekstrinzično). 
Intrinzična oziroma naravna odpornost je pri posamezni vrsti mikroorganizmov naravno 
prisotna, pridobljena odpornost pa je posledica prevelike in nesmotrne rabe antibiotikov, 
prevelike uporabe širokospektralnih antibiotikov in slabe higiene, in se prenaša z bakterije 
na bakterijo (9). 
Proti bakterijski odpornosti se lahko borimo na več načinov, na primer z bolj smotrno 
uporabo antibiotikov in z novimi učinkovinami, ki delujejo na še neraziskane tarče. V 
zadnjem času je farmacevtska industrija  zmanjšala vlaganje v raziskave in razvoj novih 
protibakterijskih učinkovin (9,10,11).  
Ena od teh poti je tudi biosinteza peptidoglikana (9,10,11).  
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1.5 CELIČNA STENA IN PEPTIDOGLIKAN 
1.5.1 Celična stena 
Zunanjo plast bakterij sestavljata celična stena in celična membrana. Membrana in celična 
stena sta za preživetje bakterije zelo pomembni, saj vzdržujeta karakteristično obliko  in 
osmotski tlak v celici ter jo ščitita pred škodljivimi zunanjimi vplivi. Celično membrano in 
celično steno imenujemo celična ovojnica (12).  
Celična stena je bistven element pri zagotavljanju celične stabilnosti in oblike. Tako pri 
Grampozitivnih kot Gramnegativnih bakterijah je sestavljena iz prečno premreženega 
polimera peptidoglikana (12). 
Peptidoglikan, imenovan tudi murein, je polimer sestavljen iz dolgih sladkornih verig 
glikozaminoglikanov, ki so prečno premrežene s fleksibilnimi peptidnimi mostovi, kar tvori 
trdno, a elastično strukturo, ki ščiti spodaj ležeči protoplast. Osnovna struktura 
peptidoglikana je enaka pri vseh bakterijah, razen pri bakterijah iz rodu Mycoplasma, ki 
nimajo celične stene (12). 
Pri Gramnegativnih bakterijah je peptidoglikan povezan kovalentno z zunanjo membrano s 
pomočjo lipoproteina, imenovanega Braunov lipoprotein. Pri Grampozitivnih bakterijah, ki 
zunanje membrane nimajo pa je plast peptidoglikana debela, vanjo pa so kovalentno 
zasidrani nabiti polimeri teihoične in teihurne kisline ter proteini (12).  
Celična stena Grampozitivnih bakterij je zgrajena iz debele večplastne peptidoglikanske 
ovojnice na zunanji strani celične membrane. Pri Grampozitivnih bakterijah predstavlja 
peptidoglikan okrog 90 % suhe teže, pri Gramnegativnih bakterijah pa le okrog 10 %. 
Tehoična kislina je povezana in vstavljena v peptidoglikan, lipotehoična kislina pa sega do 
celične membrane. Termin tehoične kisline zavzame široko skupino glikopolimerov, ki 
vsebujejo s fosfodiestrom povezano poliolno enoto. Skupno jim je osnovno ogrodje, sicer 
pa se med sabo tudi razlikujejo (13). 
Po drugi strani pa je celična stena Gramnegativnih bakterij zgrajena iz zunanje membrane, 
ki je z lipoproteini povezana s tankim, običajno enim slojem peptidoglikana. Peptidoglikan 
se nahaja znotraj periplazemskega prostora, to je prostora med zunanjo in notranjo 
membrano. Zunanja membrana vključuje porine, ki omogočajo prehajanje majhnih 
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hidrofilnih molekul čez membrano in molekule lipopolisaharidov, ki se raztezajo v 
zunajcelični prostor (slika 4) (14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4: Slika prikazuje strukturne razlike v celični steni Grampozitivne in Gramnegativne 
bakterije: a) Grampozitivna membrana, b) Gramnegativna membrana (povzeto po 12) 
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1.5.2 Struktura peptidoglikana 
Peptidoglikan, znan tudi kot murein, je polimer, sestavljen iz dolgih sladkornih verig, na 
katere so urejeno vezane aminokisline in je osnovni gradnik bakterijske celične stene. 
Sladkorna veriga je sestavljena iz izmenjujočih β-(1,4) povezanih enot N-acetilgkukozamina 
(NAG) in N-acetilmuraminske kisline (NAM, MurNAc). Na N-acetilmuraminsko kislino je 
pripet peptid iz treh do petih aminokislin, ki so lahko med sabo povezane v trdno, a hkrati 
fleksibilno premreženo strukturo (slika 5). Peptidoglikan tako daje bakterijski celični steni 
trdnost in kljubuje osmotskemu tlaku citoplazme, poleg tega pa sodeluje tudi pri podvajanju 
celice (15,16). 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 5: Zgornji  sliki prikazujeta oba osnovna gradnika sladkornega dela peptidoglikana, 
spodnja slika pa prikazuje kako so ti gradniki med sabo povezani in kako se vanje 
vključujejo aminokisline 
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Na karboksilno skupino N-acetilmuraminske kisline (MurNAc) je vezan peptid (običajno 
dolg od 3-5 aminokislin) z običajno strukturo L-Ala-D-Glu-L-lizin (ali mezo- 
diaminopimelična kislina namesto lizina)-D-Ala-D-Ala. Ti peptidi se nato (lahko) 
premrežijo med sabo. 
Kemijska struktura peptidoglikana je pri večini bakterij konstantna v glikanskem delu, 
medtem ko lahko najdemo manjše razlike predvsem v aminokislinskih gradnikih peptidnega 
dela. Večje razlike so predvsem v debelini peptidoglikanskega sloja, saj je celična stena 
Grampozitivnih bakterij bistveno debelejša od  stene Gramnegativnih bakterij. To pomeni, 
da je pri Gramnegativnih bakterijah zelo tanka plast proteoglikana zadostna za ohranjanje 
mehanske stabilnosti celice. 
Premreženje poteka z bakterijskimi transpeptidazami (15,16). 
 
1.5.3 Biosinteza peptidoglikana  
Sinteza peptidoglikana, ki je shematsko prikazana na sliki 6 poteka v treh stopnjah na treh 
različnih celičnih lokacijah: v citoplazmi, citoplazemski membrani in na zunanji strani 
membrane: 
1. stopnja: Proces se začne v citoplazmi kjer poteka sinteza nukleotidnih prekurzorjev 
UDP-N-acetilmuramil (UDP-MurnNAC)-pentapeptida in UDP-N-acetilglukozamina 
(UDP-GlcNAc). 
2. stopnja: Poteka v citoplazemski membrani, kjer se UDP-MurNAC-pentapeptid poveže 
s transportnim lipidom (undekaprenil fosfat) in nastane lipid I. Po transglikozilaciji  
GlcNAc iz UDP-GlcNAc in lipida I nastane lipid II. Nato se pripne peptidni most (v 
primeru Staphylococcus aureus pet glicinskih ostankov) na tretjo aminokislino. Sledi 
prenos lipida II čez zunanjo stran membrane, verjetno s pomočjo FtsW proteinov. 
3. stopnja: Lipid II  se s pomočjo transglikozilacije in transpeptidacije vključi v nastajajočo 
verigo peptidoglikana, kar povzroči nastanek polimerizirane in prečno premrežene 
verige. Nekateri encimi, ki pri tem sodelujejo imajo transglikozilazno in transpeptidazno 
aktivnost, nekateri pa samo transpeptidazno (17,18,19). 
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Slika 6: Shematski prikaz reakcij sinteze peptidoglikana v različnih delih celice (povzeto 
po 20) 
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1.6 D-ALANIL-D-ALANIN LIGAZA 
1.6.1 Osnovna reakcija 
D-alanil-D-alanin ligaza (druga imena alanin:alanin ligaza, alanilalanin sintaza, Ddl) je ime 
za skupino encimov, ki katalizirajo naslednjo reverzibilno reakcijo: 
 
 
 
 
 
Slika 7: Biokemijska reakcija, za katero je odgovorna D-Ala-D-Ala ligaza 
 
Encim ima EC številko 6.3.2.4 kar pomeni, da je ligaza, ki tvori vez med ogljikom in 
dušikom in spaja aminokisline. 
Številka EC je številčna klasifikacijska shema za encime, osnovana na vrsti kemične 
reakcije, ki jo katalizirajo. 
Substrata tega encima sta adenozin trifosfat in D-alanin, produkti reakcije pa so D-alanil-D-
alanin, anorganski fosfat in adenozin difosfat. D-alanil-D-alanin ligaza je torej od ATP 
odvisen encim (21,22). 
1.6.2 Vloga D-alanil-D-alanin ligaze 
D-alanil-D-alanin ligaza omogoča sintezo intermediata, ki je nujen za nastanek 
peptidoglikana, ki predstavlja osnovni gradnik celične stene. Vzpostavi peptidno povezavo, 
ki predstavlja mesto transacilacije, za premreženje peptidoglikana (23,24).  
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D-konfiguracija alaninskih ostankov peptidoglikanu omogočajo, da se izogne delovanju 
večine običajnih proteaz in predstavlja unikatno prepoznavno mesto za encime, ki 
uravnavajo premreženje. Ti ostanki predstavljajo tudi vezavno mesto za vankomicinsko 
skupino glikopeptidnih antibiotikov, ki zavirajo nastanek celične stene tako, da se vežejo na 
Lys-D-Ala-D-Ala ostanke peptidoglikana in ovirajo združevanje in premreženje (23,24). 
 
1.6.3 Mehanizem reakcije 
Dimerizacija se začne, ko γ-fosfat adenozina napade karboksilno skupino prvega D-alanina, 
da nastane acilfosfat. Temu sledi napad aminske skupine drugega D-alanina, odcepi se fosfat 
in nastane produkt D-Ala-D-Ala. Pri eni od najpogostejših oblik mutacij bakterije v drugem 
delu reakcije namesto D-Ala uporabijo druge aminokisline, kot so na primer D-laktat in D-
serin. Ta sprememba D-Ala-D-Ala ostanka peptidoglikana vodi v zmanjšano afiniteto do 
vankomicina in posledično do odpornosti (23).  
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1.6.4 Struktura 
D-alanil-D-alanin ligazo (primer na sliki 8) sestavljajo štiri domene, ki skupaj sestavljajo 
vezavni mesti za D-alanin in ATP. Sinteza D-Ala-D-Ala poteka v dveh stopnjah. Najprej se 
D-Ala fosforilira z ATP, nato pa nastali intermediat reagira z drugim D-Ala, da nastane 
dipeptid. Za Escherichio coli sta bili opisani dve izoformi Ddl: DdlA in DdlB, ki se ujemata 
v 35 % zaporedja aminokislin. D-Ala-D-Ala je skupen Grampozitivnim in Gramnegativnim 
bakterijam, pri evkariontih pa ga ni, zato velja za dobro tarčo za nove protibakterijske 
učinkovine (23,25).      
 
 
Slika 8: Ddl iz Staphylococcus aureus z alosteričnim zaviralcem 3-kloro-2,2-dimetil-N-[4-
(trifluorometil)fenil]propanamidom (23,25) 
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1.6.5 Znani zaviralci D-alanil-D-alanin ligaze 
V literaturi so navedeni številni zaviralci encima D-Ala-D-Ala ligaze, a je v klinični uporabi 
le D-cikloserin in še ta je omejen na zdravljene nekaterih okužb z bakterijo Mycobacteirum 
tuberculosis, ker še ni bilo drugih sintetiziranih ustreznih zaviralcev, ki bi imeli primerno 
jakost, a bi prehajali membrano ter imeli ustrezne farmakokinetične lastnosti (2).  
 
D-cikloserin 
D-cikloserin, prikazan na sliki 9, je učinkovina iz skupine antituberkulotikov. Tvorijo ga 
različne vrste bakterij iz rodu Streptomyces spp. Uporablja se v kombinaciji z drugimi 
antituberkulotiki za peroralno zdravljenje aktivne tuberkuloze, ki je odporna proti 
antibiotikom prvega reda (2,5).  
 
Slika 9: D-cikloserin 
 
Fosfonatni in fosfianatni analogi D-Ala-D-Ala 
Parsons je leta 1988 sintetiziral analoge D-Ala-D-Ala, ki imajo namesto amidne fosfinatno 
oziroma fosfonatno skupino in določil povezavo med strukturo in delovanjem. Slika 10 
prikazuje splošno strukturno fosfinatov in fosfonatov. 
 
Slika 10: Strukturna formula fosfinatov in fosfonatov 
Fosfinati in fosfonati imajo zaviralno delovanje na izoliranem encimu, a imajo šibko 
protibakterijsko delovanje (9,26,27). 
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1.6.6 Novejši zaviralci 
Fishwick je s sodelavci leta 2005 pripravil cikopropilni derivat kot zaviralec Ddl podtipa 
B iz E. coli. Kovač pa je s sodelavci v letu 2007 pripravil večje število 
diazendikarboksamidov s potencialnim zaviralnim učinkoma na DdlB iz E. coli. Na sliki 
11 sta primera dveh takih zaviralcev (9). 
 
 
 
Slika 11: Kemijski strukturi dveh novejših zaviralcev (9) 
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2. NAMEN DELA 
Kot je omenjeno v prvem poglavju, je encim D-Ala-D-Ala ligaza nujno potreben za pravilen 
nastanek peptidoglikana in s tem bakterijske celične stene. Večina protibakterijskih 
učinkovin, ki se danes uporabljajo in zavirajo biosintezo peptidoglikana delujejo v poznejših 
stopnjah biosinteze. D-Ala-D-Ala ligaza je zato primerna tarča za razvoj novih 
protibakterijskih učinkovin v boju proti bakterijski odpornosti. Naš namen je sinteza novih 
potencialnih zaviralcev encima D-Ala-D-Ala ligaze, pri katerih ogrodje molekule 
predstavlja N-(2-aminoetil)-2,4-dihidroksibenzamid, z variacijami na R mestu (slika 12).  
 
 
Slika 12: Splošna struktura z variabilnim delom (R) načrtovanih produktov 
 
Znano je (poglavje 1.6.5), da so fosfinatne in fosfonatne spojine zaviralci D-Ala-D-Ala 
ligaze. Zaviranje poteka tako, da se fosfinat najprej veže v aktivno mesto Ddl in se nato 
fosforilira. Nato deluje kot zaviralec, ki posnema strukturo prehodnega stanja (23). 
 
 
Slika 13: Reakcija Ddl s fosfinatnim zaviralcem 
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Te spojine imajo zaviralno aktivnost na encimu, a slabo protibakterijsko učinkovitost, 
verjetno zaradi slabega prehajanja membrane. Naš namen je sintetizirati spojine, ki bodo 
imele aktivnost in bodo prehajale biološko membrano (23). 
Če primerjamo molekulo fosforiliranega fosfinatnega zaviralca in obravnavane molekule, 
potem lahko opazimo naslednje strukturne elemente, ki imajo podobno vlogo: 
 
Slika 14: Primerjava vlog strukturnih elementov pri osnovnem metabolitu in pri 
pripravljenih spojinah 
 
Osnovna struktura, ki je predstavljena na sliki 14 je bila načrtovana z molekulskim 
modeliranjem s pomočjo programskega paketa Sprout. Ob upoštevanju podatkov modela in 
kristalne strukture fosfinatnega zaviralca lahko predstavimo nekatere podobnosti in razlike 
med obema strukturama. Namesto karboksilne skupine, ki je prisotna pri fosfinatnem 
zaviralcu, ima molekula kislo fenolno skupino. Obe spojini imata aminski del, ki posnema 
NH2 skupino dipeptida D-Ala-D-Ala. Ker želimo, da se del spojine veže v vezavno mesto 
za trifosfatni del ATP bomo na mesto R vezali različne skupine. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali reagente in topila različnih proizvajalcev    
(Acros, Fluka, Merck). 
Uporabili smo naslednja topila: 
- diklorometan, 
- dimetilformamid, 
- toluen, 
- destilirana voda, 
- etanol, 
- aceton, 
- etil acetat, 
- heksan, 
- tetrahidrofuran, 
- metanol. 
3.2 METODE 
3.2.1 Določanje tališča 
Tališča smo določali s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico in so nekorigirana, 
glede na zračni tlak. 
3.2.2 Kromatografske metode 
Potek reakcij smo spremljali z analitičnim TLC (tankoplastna kromatografija). Za 
stacionarno fazo smo uporabili aluminijaste plošče s silikagelom 60 F254 (0,25 mm), ki jih 
proizvaja Merck. Uporabili smo različne mobilne faze, ki smo jih pripravili sami. Za 
detekcijo smo uporabili UV svetlobo z valovno dolžino 254 in 366 nm (UV svetilka 
CAMAG UV -cabinet II) ter različne orositvene reagente.  
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Čiščenje surovih produktov smo izvajali s kolonsko kromatografijo. Kot stacionarno fazo 
smo uporabili silikagel 60 (premer delcev: 0,040-0,063 mm) proizvajalca Merck. Mobilne 
faze smo pripravili sami sproti. Uporabljali smo steklene kolone. 
Z reverznofazno kromatografijo smo poskusili očistiti nekatere končne spojine, ki so zelo 
polarne. Uporabili smo napravo Biotage Isolera One System. Stacionarna faza je bila 
Biotage SNAP Ultra C18, uporabili smo različne mobilne faze. 
Za določanje čistosti končnih spojin smo uporabili tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti. Uporabili smo napravo Agilent Technologies HP 1100 z detektorjem G1365B 
UV-VIS (220 in 254 nm) in kolono XBridgeTM Phenyl 3.5 µm (4,6 x 150 mm) pri 
temperaturi 25 °C. Uporabili smo različne mobilne faze. 
3.2.3  Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR): 1H in 13C NMR spektre smo posneli na Fakulteti za 
farmacijo univerze v Ljubljani  na spektrometru Bruker AVANCE DPX400 pri 400 MHz v 
devteriranih topilih. 
Infrardeča spektroskopija (IR): Za izvedo IR analiz smo uporabili spektrometer 
PerkinElmer Spectrum BX System FT-IR na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. 
Masna spektrometrija (MS): Masne spektre so posneli na Inštitutu Jožef Štefan na masnem 
spektrometru Watters Mikromas Q-TOF Primer in na masnem spektrometru Expression 
CMS podjetja Advion na Fakulteti za farmacijo. 
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
Osnovna reakcijska shema priprave načrtovanih  potencialnih zaviralcev Ddl je prikazana 
na sliki 15 in 16. 2,4-dihidroksibenzojsko kislino smo najprej zaestrili z metanolom in  
zaščitili še 4-hidroksilno skupino z benzilno zaščito. Ker je 2-hidroksilna skupina sterično 
zelo ovirana, je reakcija potekala skoraj izključno na 4-hidroksi skupini. 
Nato smo na prosto hidroksilno skupino uvajali različne substituente in odstranili metilni 
ester s karboksilne skupine, na katero smo vezali z benzilno skupino zaščiten etilaminski 
fragment. Na koncu smo s katalitskim hidrogeniranjem odstranili benzilno zaščito z obeh 
fragmentov, da smo dobili končno spojino. 
 
Slika 15: Predvidena osnovna sintezna shema 
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Kasneje smo zaradi neuspešnosti uvajanja R skupine zamenjali vrstni red korakov, kjer 
izvajamo uvajanje amidinskega dela in uvedbo R fragmentov, saj smo pričakovali, da bodo 
nekatere reakcije potekale bolje z estrom, nekatere druge pa z amidom.  
 
 
 
 
 
Slika 16: Druga alternativna sintezna shema 
 
 
22 
 
Izhajali smo iz dveh osnovnih reagentov, na katere smo na hidroksilno skupino poskušali 
pripeti različne skupine R: 
 
Na prvem smo izvajali naslednje reakcije: 
 
Slika 17: Slika prikazuje sintezni načrt, po katerem smo želeli sintetizirati spojine. 
Neuspele reakcije so označene s prečrtano puščico. 
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Na drugem pa smo izvajali naslednje reakcije: 
 
 
 
 
 
 
Slika 18: Slika prikazuje sintezni načrt, po katerem smo želeli sintetizirati spojine po 
alternativni poti. Neuspele reakcije so označene s prečrtano puščico. 
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Sintezni postopki: 
Sinteza metil 2,4-dihidroksibenzoata (1) 
 
 
 
 
 
V bučko smo natehtali 30,0 g (194 mmol) izhodne spojine in dodali približno 10 ml 
koncetrirane žveplove kisline in 200 ml metanola. Zmes smo ob mešanju refluktirali 24 ur. 
Reakcijski zmesi smo nato delno odparili topilo pri znižanem tlaku. Reakcijsko zmes smo 
raztopili v etil acetatu in spirali z vodno raztopino natrijevega hidroksida (1 x 100 ml) in 
nato z nasičeno raztopino NaCl (1 x 100 ml). Organsko fazo smo sušili z 
brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali in odstranili topilo pri znižanem tlaku. 
Dobili smo 31,73 g produkta. Produkt je bela trdna snov. 
Izkoristek: 96 % 
Elementna sestava: C8H8O4 
M  = 168,15 g/mol 
IR (ATR): ῡ =  3362, 1650, 1504, 1434, 1413, 1356, 1333, 1265, 978, 876, 765, 526 cm-1 
Tališče: 113-115 °C    
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Sinteza metil 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzoata (2) 
 
 
 
 
V bučko smo natehtali 10,0 g (59,47 mmol) izhodnega metil 2,4 dihidroksibenzoata, dodali 
2 ekvivalenta (118,9 mmol; 16,4 g) kalijevega karbonata in 100 ml acetona. Reakcijsko zmes 
smo na ledeni kopeli ohladili na 0 ᴼC in med mešanjem po kapljicah s kapalnikom dodali 1 
ekvivalent (59,47 mmol; 10,17 g) bromometilbenzena tekom 1 ure. Po končani reakciji smo 
pri znižanem tlaku delno odparili topilo in dodali 100 ml etil acetata ter spirali s 100 ml 10% 
citronske kisline. Pri znižanem tlaku smo odparili topilo. Spojino smo nadalje čistili 
s prekristalizacijo v etru in dobili 10,4 g produkta. 
Izkoristek: 67 % 
Elementna sestava: C15H14O4 
M  = 258,27 g/mol 
IR (ATR): ῡ =  1662, 1618, 1573, 1502, 1446, 1385, 1343, 1247, 1215,1174, 1159, 1136, 
1092, 1001, 976, 953, 912, 840, 828, 779, 739, 651 cm-1 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 3,67 (s, 3 H), 5,17 (s, 2 H), 6,58-6,64 (m, 2 H), 7,33 – 
7,48 (m, 5 H), 7,73 (d, J = 9,3 Hz, 1 H), 10,78 (s, 1 H) ppm 
Tališče: 97-102 °C   
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Sinteza 4-(5-(benziloksi)-2-(metoksikarbonil)fenoksi)-3-oksobutanojske kisline (21) 
 
V brezvodnem THF smo suspendirali 77 mg (0,316 mmol) magnezijevega diklorida in 59 
mg (0,379 mmol) kalijevega metilmalonata in segrevali na 65 ᴼC 180 minut. Medtem smo 
raztopili 100 mg (0,316 mmol) izhodne kisline v THF in dodali 56 mg CDI ter mešali 120 
minut.  Raztopino aktiviranega estra smo nato dodali k raztopini metilmalonata in mešali 24 
ur pri sobni temperaturi. Po končani reakciji smo delno odparili topilo, dodali 50 ml etil 
acetata in organsko fazo sprali s 2 x 10 ml citronske kisline, 2 x 10 ml natrijevega 
hidrogenkarbonata in 1x10 ml nasične raztopine natrijevega klorida. Raztopino smo sušili 
še z brezvodnim Na2SO4 in dobili 21 mg belega trdnega produkta. 
Izkoristek: 19 % 
Elementna sestava: C19H18O7 
M  = 358,35 g/mol 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,64 (s, 2 H), 3,77 (s, 3 H), 3,82 (s, 2 H), 4,94 (s, 2 H), 
5,16 (s, 2 H), 6,68 (d, J = 2,5 Hz), 6,73 (dd, J = 8,8 Hz, 2,5  Hz, 2 H), 7,33 – 7,50 (m, 5 H), 
7,76 (d, J=8,8 Hz, 1 H) ppm 
MS (ESI): m/z  (%) 395(M+Na, 100) 
IR (ATR): ῡ =  1722, 1701, 1607, 1574, 1503, 1453, 1436, 1381, 1322, 1253, 1188, 
1142,1089, 1026, 836, 768, 739, 698 cm-1 
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Poskus sinteze 4-(benzoksi)-2-(3-karboksi-2-oksoproposki)benzojske kisline (22) 
 
 
 
 
V bučko smo natehtali 50 mg izhodne spojine. Najprej smo puskušali izvesti selektivno 
hidrolizo z uporabo litijevega hidroksida in mešanico THF in vode kot topilo. Reakcija ni 
potekala selektivno. Nato smo poskušali še kinetično oziroma s časovnim zaustavljanjem 
reakcije z uporabo tionil klorida s časovno zaustavitvijo reakcije, vendar smo tudi tu smo s 
TLC kromatografijo ugotovili, da reakcija ne poteka dovolj selektivno. 
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Poskus sinteze metil 4-(benziloksi)-2-((dietoksifosforil)metoksi)benzoata (15) 
 
 
Produkt smo želeli sintetizirati z reagentom dietil (klorometil)fosfonatom pod naslednjimi 
reakcijskimi pogoji: 
 
1. 3. eq Cs2CO3/DMF 
2. 3. eq Cs2CO3/TBAH/DMF 
3. LiOtBu/DMF 
4. LiOtBu/THF 
5. 2. eq TBABr/aceton 
 
Ker reakcija pod nobenim od teh pogojev ni potekla, smo osnovni reagnet pretvorili v bolj 
reaktivni benzil (2-(4-(benziloksi)-2-((dietoksifosforil)metoksi)benzamido)etil)karbamat.  
Reakcije smo pri zgoraj navedenih pogojih izvedli tudi s tem reagentom, a tudi v tem 
primeru nobena od reakcij ni potekla. 
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Sinteza metil-4-(benziloksi)-2-(2-kloroetoksi)benzoata (17) 
 
 
V bučko smo natehtali 2,0 g (7 mmol) izhodnega metil 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzoata, 
7,7 g  (31 mmol) kalijevega karbonata in dodali 40 ml DMF. Po kapljicah smo med 
mešanjem dodali 2 ekvivalenta 1-bromo-2-kloroetana in pustili mešati na magnetnem 
mešalu 24 ur pri sobni temperaturi. Pri znižanem tlaku smo do suhega uparili topilo, dodali 
20 ml etilacetata in spirali dvakrat z 10 ml 10% citronske kisline. Organski fazo smo sušili 
z Na2SO4 in odparili topilo pri znižanem tlaku. Produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo. Dobili  smo 2,1 g belega trdnega produkta. 
Izkoristek: 84 % 
Elementna sestava: C17H17ClO4 
M  = 320,77 g/mol 
Rf (heksan:etilacetat = 6:1) = 0,2 
1H NMR (400 MHz, kloroform-d) δ 3,89 (t, 2H, J=6,15 Hz), 3,88 (s, 3H); 4,27 (t, J=6,15 
Hz, 2H), 5,11 (s, 2H), 6,58 (d, J=2,3 Hz); 6,65 (dd, J=8,8, 2,3 Hz), 7,36 – 7,47 (m, 5H), 
7,87 (d, J = 8,8 Hz, 1H) ppm 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ ppm 166.0, 163.1, 159.8, 136.1, 133.9, 128.8, 128.3, 
127.5, 113.4, 106.7, 101.9, 77.4, 77.2, 77.1, 76.8, 70.3, 69.4, 51.7, 41.5 
 
MS (ESI): m/z  (%) 321 (M+H, 100) 
IR (ATR): ῡ =  2955, 1726, 1695, 1602, 1574, 1505, 1471, 1448, 1438, 1418, 1381, 1323, 
1299, 1025, 1003, 973, 957, 920, 847, ,606, 575,549 cm-1 
Tališče: 62-64 °C     
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Poskus sinteze metil 4-(benziloksi)-2-(2-(dietoksifosforil)etoksi)benzoata (19) 
 
 
 
Produkt smo poskušali sintetizirati na sledeče načine: 
 
1. P(EtO)3/Al2O3(n)/mikrovalovi 
2. dietil fosfonat/Cs2CO3,TBAI, DMF 
3. dietil fosfonat/NaH(60%), DMF 
 
Ker z nobeno od reakcij nismo uspeli sintetizirati produkta, smo osnovni klorirani reagent 
pretvorili v bolj reaktivni bromirni reagent. 
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Sinteza metil-4-(benziloksi)-2-(2-bromometoksil)benzoata (18) 
 
 
 
 
V bučko smo natehtali 1,0 g (3 mmol) izhodne spojine in 3,71 g (10 eq.; 31 mmol) kalijevega 
bromida in segrevali z refluksom 24 ur. Nato smo pri znižanem tlaku odstranili aceton in 
dodali 20 ml etilacetata. Raztopino smo ekstrahirali enkrat s 50 ml raztopine 10% citronske 
kisline in s 50 ml nasičenega natrijevega klorida. Organski fazi smo odstranili topilo pri 
znižanem tlaku. Dobili smo 810 mg produkta. 
Izkoristek: 71 % 
Elementna sestava: C17H17BrO4 
M  = 365,22 g/mol 
1H NMR (400 MHz, kloroform-d) δ 3,69 (t, J=6,15 Hz, 2H), 3,89 (s, 3H); 4,33 (t, J=6,15 
Hz, 2H), 5,12 (s, 12H), 6,58 (m, 1H), 6,65 (dd, J=8,7 Hz, 2,4 Hz, 1H), 7,36 – 7,52 (m, 5H), 
7,88 (d, J=8,7 Hz, 1H) ppm 
MS (ESI): m/z  (%) 365 (M+H, 100) 
IR (ATR): ῡ =  1722, 701, 1607, 1574,1503, 1453, 1436, 1381, 1322, 1253, 1188, 1142, 
1089, 1026, 836, 768, 739, 698 cm-1 
Tališče: 71-72 °C      
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Druga sintezna pot: 
Sinteza 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzojske kisline (3) 
 
 
 
 
 
K 10,0 g (38,72 mmol) izhodnega metil 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzoata smo dodali 200 
ml 1M NaOH raztopljenega v THF in segrevali ob vrenju 2 uri. Nato smo pri znižanemu 
tlaku odparili večino topila. K reakcijski zmesi smo dodali 200 ml etilacetata in spirali 
produkt enkrat s 100 ml 10% citronske kisline in nato s 100 ml nasičene raztopine NaCl. 
Organsko fazo smo sušili z Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali in odstranili topilo pri 
znižanem tlaku. Dobili smo 8,20 g produkta. 
Izkoristek: 86 % 
Elementna sestava: C14H12O4 
M  = 244,25 g/mol 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 5,16 (s, 2H, CH2); 6,56 – 6,60 (m, 2H, CHAr); 7,32 – 
7,50 (m, 5H, CH-benzilna); 7.71 (d, J = 9.4 Hz, 1H, CHAr) ppm 
IR (ATR): ῡ =  1657, 1618, 1453, 1432, 1379, 1241, 1224, 1178, 1025, 778, 735, 680, 650 
cm-1 
Tališče: 180-182 °C    
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Sinteza benzil (2-(4-(benziloksi)-2-hidroksibenzamido)etil)karbamata (4) 
 
 
 
 
V bučko smo natehtali 6,0 g (24,75 mmol) izhodne metil 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzojske 
kisline, 7,8 g (33,81 mmol) benzil (2-aminoetil)karbamata in 7,45 g  N-metilmorfolina ter 
dodali topilo diklorometan. Bučko smo ohladili na ledeni kopeli in med mešanjem dodali 
9,42 g EDC raztopljenega v diklorometanu ter mešali 5 ur pri sobni temperaturi. Pri 
znižanem tlaku smo nato odparili diklorometan in dodali 200 ml etilacetata ter sprali s 100 
ml citronske kisline in s 100 ml vodne raztopine natrijevega karbonata. Ekstrakcija je bila 
zaradi penjenja in nepopolne ločitve težavna. Nato smo zmes čistili  s kolonsko 
kromatografijo z mobilno fazo heksan : etilaceta 1 : 1 in dobili 6,70 g produkta. 
Izkoristek: 64 % 
Elementna sestava: C24H24N2O5 
M  = 420,47 g/mol 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,19 (m, 2H, O-CO-NH-CH2), 3,32 (m, 2H, CO-NH-
CH2), 5,02 (s, 2H, -CH2(Bn)), 5,14 (s, 2H, -CH2), 6,50 (d, J = 2,5 Hz1H, HAr), 6,55 (dd J = 
8,9 Hz, 2,5 Hz, 1H, HAr), 7,28 – 7,49 (m, 11H, obe benzilni skupini in NH), 7,76 (d, J=9,0 
Hz, 1H, HAr), 8,70 (t, J=5,8  Hz, 1H), 13,06 (s, 1H, OH) ppm 
MS (ESI): m/z  (%) 419 (M-H, 100) 
IR (ATR): ῡ =  3366, 1701, 1642, 1590, 1541, 1504, 1450, 1388, 1372, 1341, 1271, 1255, 
1111, 1022, 966, 906, 865, 829, 818, 776, 732, 693, 658, 602, 573, 532 cm-1 
Tališče: 140-150 °C    
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Sinteza benzil(2-(4-(benziloksi)-2-
((dietoksifosforil)metoksi)benzamido)etil)karbamata (5) 
1,0 g (2,38 mmol) izhodnega benzil (2-(4-(benziloksi)-2-hidroksibenzamido)etil)karbamata 
in 1,55 g (4,76 mmol) cezijevega karbonata smo suspendirali v 50 ml acetona. Med 
mešanjem na mangetnem mešalu smo po kapljicah dodali 0,91 g (2,85 mmol) 
(dietoksifosforill)metil 4-metilbenzensulfonata in segrevali 24 ur. Po končani reakciji smo 
pri znižanem tlaku odaprili aceton, produkt in nečistote zopet raztopili v acetonu in čistili z 
ekstrakcijo s 100 ml raztopine natrijevega hidrogenkarbonatom in s 100 ml natrijevega 
klorida. Organsko fazo smo nato uparili in produkt čistili s kolonsko kromatrografijo z 
mobilno fazo heksan : etilacetat 1:1.  Dobili smo 1,12 g zelenkaste oljnate zelo viskozne 
tekočine. 
Izkoristek:  85 % 
Elementna sestava: C29H35N2O8P 
M  = 570,58 g/mol 
Rf (etilacetat : heksan = 1 : 1) = 0,03  
1H NMR (400 MHz, kloroform-d) δ 1,24 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 3,19 (td, J = 6,3 Hz, 6,3 Hz, 
2H), 3,30-3,34 (m, 2H), 4,13 (dq, J = 8,4 Hz, 7,1 Hz, 4H), 4,30 (d, J = 10,3 Hz, 2H), 5,02 
(s, 2H), 5,18 (s, 2H), 6.77 (dd, J = 8,7 Hz, 2,3 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,29 – 
7,46 (m, 10H), 7,82 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,07 (t, J = 5,8 Hz, 1H) ppm 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ ppm 165.2, 162.4, 157.9, 157.7, 156.5, 136.8, 136.1, 
134.3, 128.4, 128.3, 128.1, 128.0, 127.9, 127.5, 115.2, 107.4, 100.1, 70.4, 66.5, 63.4, 63.3, 
63.2, 61.7, 41.3, 40.3, 16.4, 16,3 
31P NMR (162 MHz, kloroform-d) δ ppm 19,17 (m, 1P) 
MS (ESI): m/z  (%) 571 (M+H, 100) 
IR (ATR): ῡ =  =  3663, 2985, 2901, 2018, 1715, 1605, 1406, 1251, 1051, 895 cm-1 
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Sinteza benzil (2-(4-(benziloksi)-2-
((etoksi(hidroksi)fosforil)metoksi)benzamido)etil)karbamata (6) 
 
 
 
V bučko smo s kapalko prenesli 17 mg (33 μmol) izhodne spojine, natehtali 14,95 mg (7 eq; 
230 μmol) natrijevega azida in dodali 10 ml DMF. Reakcijsko zmes smo med mešanjem 
segrevali pri 100 ᴼC 12 ur. Nato smo pri znižanem tlaku odstranili topilo, dodali 20 ml 
etilacetata in spirali s 5 ml 1 M HCl. Organsko fazo smo spirali s 100 ml nasičene raztopine 
natrijevega hidrogenkarbonata in s 100 ml nasičene raztopine  natijevega klorida. Nadalje 
smo jo sušili z brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali in odstranili topilo pri 
znižanem tlakom. Dobili smo 16 mg trdnih belih kristalov. 
Izkoristek: 90 % 
Elementna sestava: C27H31N2O8P 
M  = 542,52 g/mol 
Rf (heskan : etilacetat = 1:1) = 0,1 
1H NMR (400 MHz, metanol-d4): δ 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 3,39 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 3,53 
(t, J = 6,1 Hz, 2H), 4,16 (qd, J = 7,5 Hz, 6,9 Hz, 2H) 4,45 (d, J = 9,8 Hz, 2H), 5,08 (s, 2H), 
5,18 (s, 2H), 6,77 (dd, J = 8,6 Hz, 2,1 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 2,2 Hz, 1H), – 7,21-7,59 (m, 
9H), 7,93 (d, J=8,8 Hz, 2H), ppm 
31P NMR (162 MHz, MeOD) δ 17.8 (s, 1P) 
 
MS (ESI): m/z  (%) 543 (M+H, 100) 
IR (ATR): ῡ =  3663, 2985, 2901, 2018, 1715, 1605, 1406, 1251, 1051, 895 cm-1 
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Sinteza etil ((2-((2-aminoetil-karbamoil)-5-hidroksifenoksi)metill)fofonata (11) 
 
 
V bučko smo natehtali 70 mg (129 μmol) izhodne spojine in dodali za konico spatule Pd/C. 
Izhodni reagent smo raztopili v 50 ml ocetne kisline, raztopino smo prepihali z argonom in 
bučko pokrili s septumom. Raztopino smo nato prepihali z vodikom in jo pustili v vodikovi 
atmosferi na magnetnem mešalu 24 ur pri sobni temperaturi. Po končani reakciji smo 
odstranili katalizator s filtracijo z odsesavanjem in odparili topilo pri znižanem tlaku. 
Produkt smo čistili z reverznofazno kolonsko kromatografijo. Dobili smo približno 2,0 mg 
belega trdnega produkta. 
Izkoristek: 4 % 
Elementna sestava: C12H19N2O6P 
M  = 318,27 g/mol 
1H NMR (400 MHz, metanol-d4) δ 1,28 (t,J = 7,2 Hz, 3H), 3,22 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,68 – 
3,75 (m, 2H), 4,02 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 4,22 (d, J = 9,4 Hz, 2H),6,52 (dd, J = 8,6 Hz, 2,2 
Hz, 1H), 6,56 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 8,7 Hz, 1H) ppm 
13C NMR (101 MHz, MeOD) δ 168.1, 164.7, 138.1, 134,0 129.6, 129.1, 128.6, 115.1, 
109.0, 101.2, 71.3, 58.3, 40.5, 38.7, 18.4, 17.1 
 
IR (ATR): ῡ =  2980, 2957, 2935, 2922, 2904, 1628, 1608, 1453, 1436, 1365, 1296, 1265, 
1184, 1111, 1099, 1068, 1043, 950 cm-1 
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Sinteza dietil ((2-((2-aminoetil)karbamoil)-5-hidroksifenokis)metil)fosfonata (12) 
 
 
 
V bučko smo natehtali 200 mg (0,36 mmol) izhodne spojine in dodali za konico spatule 
Pd/C. Izhodni reagent smo raztopili v 50 ml ocetne kisline, in raztopino prepihali z argonom 
ter bučko pokrili s septumom. Raztopino smo nato prepihali z vodikom in jo pustili 
v vodikovi atmosferi na mangetnem mešalu 24 ur pri sobni temperaturi. Po končani reakciji 
smo katalizator odstranili s filtracijo z odsesavanjem in odparili topilo pri znižanem tlaku. 
Produkt smo čistili z reverznofazno kolonsko kromatografijo. Dobili smo približno 1 mg 
belega trdnega produkta. 
Izkoristek: 0,82 % 
Elementna sestava: C14H23N2O6P 
M  = 346,32 g/mol 
1H NMR (400 MHz, metanol-d4) δ 1,38 (t, J = 7,1 Hz,3H), 3,21 (t, J = 5,7 Hz, 2 H), 3.72 
(t, J = 5.7 Hz, 2H),  4,26 (dq, J = 8,3 Hz, 7,1 Hz, 2H), 4.61 (d, J=9,8 Hz, 2H), 6,58 (dd, J = 
8,5 Hz, 2,2 Hz 1H), 6,63 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,87 (d, J = 8,5 Hz, 1H) ppm 
13C NMR (101 MHz, MeOD) δ ppm 168.6, 168.6, 164.1, 164.0, 164.1, 160.1, 159.8, 
134.2, 134.1, 114.1, 113.8, 110.6, 110.6, 101.6, 101.3, 79.7, 64.8, 64.8, 64.7, 64.2, 62.6, 
41.5, 41.1, 40.9, 38.7, 16.1, 16.8, 16.78 
 
31P NMR (162 MHz, MeOD) δ ppm 20,43(s, 1P) 
 
MS (ESI): m/z  (%) 347(M, 100) 
IR (ATR): ῡ =  3388, 2983, 1632, 1608, 1537, 1500, 1392, 1337, 1235, 1183, 1110, 1019, 
839, 634 cm-1 
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Sinteza benzil (2-(4-(benziloksi)-2-(3-metoksi-2-
(metoksimetil)propoksi)benzamido)etil)karbamata (7) 
 
V bučko smo natehtali 5,0 g (12 mmol) izhodne spojine,  11,62  g (36  mmol) cezijevega 
karbonata in dodali 100 ml acetona. Med mešanjem na magnetnem mešalu smo v raztopino 
dodali 4,1 g (24 mmol) 2-bromo-1,1-dimetoksietana. Nato smo aceton uparili pri znižanimu 
tlaku, dodali 50 ml etil acetata in spirali s 50 ml 10% citronske kisline in z 50 ml nasičene 
raztopine natrijevega klorida. Organski fazi smo nato delno odparili topilo pri znižanem 
tlaku in surov produkt čistili še s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo heksan : etilacetat 
= 1 : 1. Dobili smo 1,80 g trdnega belega praška. 
Izkoristek: 29,8 % 
Elementna sestava: C28H32N2O7 
M  = 508,22 g/mol 
Rf (etilacetat) = 0 
1H NMR (400 MHz, kloroform-d) δ 3,38  (s, 6H), 3,40 – 3,49 (m, 2H), 3,49 – 3,64 (m, 2 
H), 4,06 (d, J=5,3 Hz, 2H), 4,82 (t, J=5,1 Hz, 1H), 5,08 – 5,14 (m, 4H), 5,95 (s, 1H), 6,52 
(d, J = 2,3Hz, 1H), 6,70 (dd, J = 8,8 Hz, 2,5 Hz, 1 H), 7,30 – 7,46 (m, 10H), 8,17 (d, J = 
8,8 Hz, 1H), 8,25 (t, J = 5,2 Hz, 1H) ppm 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ ppm 165.5, 162.4, 157.6, 156.6, 136.7, 136.2, 133.9, 
128.7, 128.5, 128.3, 128.13, 128.1, 127.5, 114.8, 106.9, 100.4, 100.2, 70.3, 66.7, 66.5, 
53.5, 53.2, 41.4, 39.7 
MS (ESI): m/z  (%) 509 (M+H, 100)  
IR (ATR): ῡ =  3389, 3303, 2941, 1711, 1643, 1540, 1303, 1258, 1237, 1185, 1115, 1105, 
1029, 997, 859, 768, 748, 695, 653, 619, 577, 539 cm-1 
Tališče: 105-110 °C     
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Poskus sinteze benzil (2-(4-(benziloksi)-2-formilbenzamido)etil)karbamata (8) 
 
 
 
V bučko smo natehtali en ekvivalent izhodne spojine. Pri reakcijah hidrolize smo uporabili 
naslednje reakcijske pogoje: 
1. H2O 
2. H2O/Δ 
3. H2O/CF3COOH/Δ 
4. HCl(aq)/Δ 
 
Pod milejšimi reakcijskimi pogoji (1-3) reakcija ni potekla, pod ostrejšimi (4), pa smo 
izolirali produkt, ki ni željen aldehid. Z analiznimi metodami nismo mogli ugotoviti točne 
strukture izoliranega produkta, sklepali smo, da je nastali aldehid verjetno reagiral z eno od 
aminskih skupin. 
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Sinteza benzil (2-(4-(benziloksi)-2-((dimetoksifosforill)oksibenzamido)etil)karbamata 
(9) 
 
 
 
V bučko smo natehtali 1,0 g (2,38 mmol) izhodne spojine,  1,55  g (4,76 mmol) cezijevega 
karbonata in dodali 100 ml acetona. Med mešanjem na magnetnem mešalu smo v raztopino 
dodali 0,412 g (23,78 mmol) reagenta in segrevali pri temperaturi vrenja. Reakcija je 
potekala ob refluksu še 24 h. Nato smo pri znižanem tlaku uparili aceton, dodali 50 ml etil 
acetata in spirali s 50 ml nasičene raztopino natrijevega hidrogenkarbonata in s 50 ml 
nasičene raztopino natrijevega  klorida. Organski fazi smo nato odparili topilo pri znižanem 
tlaku in čistili z gradientno kolonsko kromatografijo z mobilno fazo etilacetat : metanol = 5 
: 1   do mobilne faze etilaceta : metanol = 1 : 1. Dobili smo trdne bele kristale. 
Elementna sestava: C26H29N2O8P 
M  = 528,50 
IR (ATR): ῡ =  = 3294, 3035, 1695, 1648, 1613, 1554, 1518,1497, 1340, 1273, 1164, 
1148, 1042, 976, 824, 786, 732, 693, 655, 574 cm-1  
Tališče: 256-260 °C     
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Poskus sinteze 2-((2-aminoetil)karbamoil)-5-hidroksifenil dimetil fosfata (13) 
 
 
 
V bučko smo natehtali 1 mg (2 μmol ) izhodne spojine in dodali za konico spatule Pd/C. 
Izhodni reagent smo raztopili v 50 ml ocetne kisline, raztopino smo prepihali z argonom in 
bučko pokrili s septumom. Raztopino smo nato prepihali z vodikom in jo pustili v vodikovi 
atomsferi na mangetnem mešalu 24 h pri sobni temperaturi. Po končani reakciji smo 
odstranili katalizator s filtracijo z odsesavanjem in odparili topilo pri znižanem tlaku. Surovo 
zmes smo čistili z reverzno kolonsko kromatografijo. Produkt smo usepli sintizirati v zelo 
majhih kočičinah. Poskusili smo še z menjavo katalizatorja s paladijevim oksidom in 
uporabo metanola kot topila, vendar neuspešno, predvidevamo da zaradi produktove velike 
hidrofilnosti. 
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Sinteza N-(2-aminoetil)-2,4-dihidroksibenzamida (10) 
 
 
V bučko smo natehtali 270 mg  (643 μmol) izhodne spojine in dodali za konico spatule Pd/C. 
Izhodni reagent smo raztopili v 50 ml ocetne kisline, raztopino smo prepihali z argonom in 
bučko pokrili s septumom. Raztopino smo nato prepihali z vodikom in jo pustili v vodikovi 
atmosferi na mangetnem mešalu 24 ur pri sobni temperaturi. Po končani reakciji smo 
odstranili katalizator s filtracijo z odsesavanjem in odparili topilo pri znižanem tlaku. 
Produkt smo čistili z reverznofazno kolonsko kromatografijo  in ga nato prekristalizirali s 
klorovodikovo kislino raztopljeneno v etru. Dobili smo 21,0 mg rumenkasto-belega trdnega 
produkta.  
Izkoristek: 14 % 
Elementna sestava: C9H12N2O3 
M  = 196,21  
Rf (etilacetat) = 0,1 
1H NMR (400 MHz, metanol-d4) δ 2,86 (qd, J = 6,4 Hz, 11,1 Hz, 2H)), 3,27 (q, J = 6,2 
Hz, 2H), 7,28 – 7,43 (m, 2 H), 7,49 (t, J = 5,6 Hz, 1 H), 8,12 (s, 3H) ppm 
13C NMR (101 MHz, MeOD) δ ppm 172.5, 164.2, 163.7, 130.5, 108.6, 108.3, 103.9, 41.3, 
38.2. 
 
MS (ESI): m/z  (%) 197 (M, ?) 
IR (ATR): ῡ =  3285, 3176, 3136, 3093, 3049, 3042, 3036, 3025, 3018, 299,5 2988, 297,9 
2968, 656, 649, 63,8 619, 600, 578, 573, 563, 554, 548, 542, 538, 528, 513, 503 cm-1 
Tališče: 225-230 °C     
HPLC: 98% čistosti pri λ = 254 nm, tr = 6,50 min, 60% ACN/H2O, nato do 95% v 15 min, 
nato 3 min pri 95% ACN/H2O, nazaj na 60% v 18. minuti post time 6 min. 
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Sinteze reagentov: 
Sinteza benzil (2-aminoetil)karbamata (23) 
 
 
V bučko smo natehtali 0,486 g (9 mmol) kalijevga hidroksida, dodali 50 ml 100% etanola in 
mešali na magnetnem mešalu, toliko časa, da smo dobili bistro raztopino. Nato smo v zmes 
dodali 1,14 g (9 mmol) etilendiaminijevevega klorida in dodali približno 20 ml vode, da je 
raztopina spet postala bistra. Nato smo po kapljicah v raztopino, ohlajeno na ledeni kopeli 
dodajali 0,490 g (3 mmol) benzilkoroformiata, raztopljenega v dioksanu. V reakcijsko zmes 
smo dodali 200 ml diklorometana in sprali dvakrat z 50 ml 1M HCl ter obdržali vodno fazo. 
Nato smo vodno fazo naalkalili do pH 12. Vodno raztopino smo ekstrahirali s 3 krat po 50 
ml diklorometana in organske faze združili, sprali z nasičeno raztopino NaCl, sušili nad 
K2SO4 in uparili topilo. Tekočemu ostanku smo dodal 50 ml etra in 1 ml koncetrirane 
klorovodikove kisline. Izpadla je oborina, ki smo jo čistili s filtracijo z odsesavanjem. Dobili 
smo 1,76 g belega trdnega produkta. 
Izkoristek: 89 % 
Elementna sestava: C10H15ClN2O2 
M  = 230,69 g/mol 
Rf(diklorometan : metanol = 7 : 1) = 0,1 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 2,86 (sekst., J=5,9 Hz, 2H), 3,27 (q, J=6,4 Hz, 2H), 
5,04 (s, 2H), 7,30 – 7,51 (m, 7H, CHAr); 7,49 (t, J=5,3 Hz), 8,12 (s, 3H) ppm 
IR (ATR): ῡ =  3339, 3111, 3104, 3090, 3061, 3036, 3010, 2946, 2886, 2837 ,2808, 2766, 
2747, 783, 747, 718, 696, 643, 621, 576 cm-1 
 
 
44 
 
Sinteza (dietoksifosforill)metil 4-metilbenzensulfonata (24) 
 
 
 
V bučko smo natehtali 5,0 g izhodne spojine (30 mmol) in odmerili 23 ml (33 mmol) 
etilamina. Dodali smo 200 ml diklorometana in ohladili z vodno kopeljo. Nato smo po 
kapljicah dodajali 6,24 g (33 mmol) p-toluensulfonil klorida. Reakcijsko zmes smo pustili 
več ur med mešanjem pri sobni temperaturi.  Nato smo odparili topilo pri znižanem tlaku. 
Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (Mf: diklorometan : etilacetat = 9 : 1 ). 
Združili smo frakcije, kjer se je nahajal produkt in jim odparili topilo pri znižanemu tlaku. 
Dobili smo 7,3 g oljnatega produkta. 
Izkoristek: 76 % 
Elementna sestava: C12H19O6PS 
M  = 322,31 g/mol 
1H NMR (400 MHz, kloroform-d) δ 1,31 (t, J=7,0 Hz, 6H, -CH2-CH3), 2,46 (s, 3H, Ar-
CH3), 4,09 – 4,21 (m, 6H, (CH3-CH2-)-2 in O-CH2), 7,35 – 7,39 (m, 2H, CHAr), 7,78 – 7,82 
(m, 2H, CHAr) ppm 
13C NMR (101 MHz, kloroform-d) δ ppm 16,33; 21,65; 60,46(d), 63.33(d), 128,17, 
130,03, 131,59, 145.57  
31P NMR (162 MHz, kloroform-d) δ ppm 15.16 (m, 1P) 
IR (ATR): ῡ =   2985, 2931, 1597, 1445, 1428, 1392, 1367, 1326, 1258, 1176, 1119, 1095, 
1056, 1008, 973, 958, 882, 813, 803, 769, 726, 663 cm-1 
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5. RAZPRAVA 
5.1 Osnovni pregled 
Cilj, ki smo si ga zadali v magistrski nalogi je bil sintetizirati derivate N-(2-aminoetil)-2,4-
dihidroksibenzamida. Ta intermediat smo izbrali na podlagi računalniških študij, derivate 
smo izbrali delno z računalniško simulacijo in delno empirično. 
Reakcije smo izvajali po dveh različnih poteh, tako da smo zamenjali vrstni red uvedbe 
zaščitne skupine in stranske verige na hidroksilno skupino, kot je opisano v prejšnjem 
poglavju. Na sliki 19 sta prikazana osnovna reagenta. 
 
Slika 19: Osnovna regenta, na kateri smo pripenjali različne substituente 
5.2 Opis reakcije po prvi sintezni shemi 
V prvi stopnji smo na izhodno 2,4-dihidroksibenzojsko kislino uvedli metilno skupino. 
Uporabili smo klasično reakcijo estrenja v kislih pogojih. Mehanizem je predstavljen na sliki 
20. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 20: Reakcijski mehanizem estrenja (28,29) 
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Reakcija se imenuje Fischerjeva esterifikacija in je najpreprostejši postopek sinteze estrov 
iz alkohola in kisline ob prisotnosti higroskopnega reagenta ali kisline. Take reakcije so 
reverzibilne, njihov izkoristek lahko povečamo s:  
- presežnim dodatkom alkohola (kot topila), 
- dodatkom higroskopnih spojin, 
- odstranjevanjem vode. 
V našem primeru ni bilo potrebnih dodatnih postopkov, ker smo uporabili metanol kot 
reagent in topilo, s katerim je reakcija potekla kvantitativno.  
V prvem koraku pride v kislih pogojih do protonacije metanola. Nato nukleofilni kisik 
metanola nukleofilno napade karbonilni ogljik. V naslednjih korakih se odcepi voda, da 
dobimo končni ester. Estri so spojine, ki so derivati karboksilne kisline in alkohola. 
Drugi postopki za sintezo estrov so: 
a) Steglichova reakcija, 
b) Mitsunobu reakcija. 
Obe reakciji omogočata sintezo estrov ob zelo milih pogojih. 
c) uporaba  aktiviranih derivatov kislin kot so kislinski kloridi ali anhidridi, 
d) transesterifikacija, kjer uporabimo aktiviran ester, da iz njega pripravimo drug ester. 
Ta metoda je posebej pogosto uporabljena za razgradnjo trigliceridov (28,29). 
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V drugi stopnji smo hidroksilno skupino zaščitili na mestu 4 z benzilno zaščitno skupino. 
Reakcija je pogosto uporabljena v organski sintezi in jo imenujemo Williamsonova sinteza 
etrov, pri kateri tvorimo eter iz organskega halida in deprotoniranega alkohola. Običajno 
poteka po mehanizmu nukleofilne substitucije drugega reda. Zaradi steričnega oviranja v 
našem primeru poteče reakcija skoraj izključno na mestu 4. Med reakcijo najprej pride do 
deprotoniranja fenola, ki v naslednji stopnji reagira z benzil bromidom (slika 21) (30). 
 
Slika 21: Mehanizem Williamsonove sinteze etrov. Nukleofil je hidroksilna skupina, 
elektrofil pa  je ogljik ob bromu. 
Mi povišane temperature nismo uporabili, saj reakcija poteka dovolj hitro v zadostnem 
obsegu kljub nizki temperaturi, ki smo jo uporabili z namenom doseganja selektivnosti 
reakcije (31). 
Na drugo prosto hidroksilno skupino tega reagenta smo nato poskušali z reakcijami 
nukleofilne substitucije uvesti različne funkcionalne skupine s pomočjo reagentov, ki so 
prikazani na sliki 22. Reakcijski mehanizem je  nukleofilna substitucija, kjer je nukleofil 
fenol, kot elektrofile pa smo uporabili prikazane reagente. 
 
Slika 22: Kemijske strukture uporabljenih elektrofilnih reagentov 
 
 
 
 
 
dietil (klorometil)fosfonat 
 
 
 
 
metil 4-kloro-3-oksobutanoat 
 
 
 
 
 
dimetil fosfokloridat 
 
 
 
 
 
2-bromoetanol 
 
 
 
 
 
2-kloroetanol 
 
 
 
 
 
 
 
etan-1,2-diol 
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Uspešno smo sintetizirali in izolirati samo naslednji produkt: 
 
Slika 23: Kemijska struktura uspešno sintetiziranega produkta 
 
Ker reakcija uvajanje fosforja na klorirani derivat 17 ni potekla, smo v naslednji stopnji klor 
v spojini zamenjali z bolj reaktivnim bromom na katerega smo v naslednji stopnji uvedli 
fosfonsko skupino. Reakcija uvajanja broma je klasična nukleofilna substitucija, kjer smo 
uporabili veliko prebitno količino kalijevega bromida (10 ekvivalentov). Mehanizem 
nadaljnjega uvajanja skupine je Michaelis-Arbuzova reakcija. 
Michaelis-Arbuzova reakcija je kemijska reakcija med trivalentnim fosforjevim estrom in 
alkil halidom, pri kateri nastane pentavalentna fosforjeva spojina in ustrezni alkil halid (slika 
24).  Predpostavljeni mehanizem reakcije se začne z SN2 napadom elektrofilnega alkil halida 
na nukleofilni fosfor v fosfitu. To vodi v nastanek fosfonijeve soli kot intermediata. Anion, 
ki izstopi, nato reagira v še eni SN2 reakciji, da dobimo končni fosfonat, kot prikazuje slika 
24: 
 
 
Slika 24: Dvostopenjski mehanizem Michaelis-Arbuzove reakcije dveh SN2 reakcij 
(povzeto po 32) 
Natančni postopki izvedb reakcij so opisani v eksperimentalnem delu. Reakcija uvajanja 
fosfonske skupine je potekla uspešno, zato smo fosforilirani derivat nato poskušali 
selektivno hidrolizirati z natrijevim hidroksidom, a sta se pri reakciji zaradi hidrolize 
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eliminirali tudi etilni skupini s fosfonata. Ker smo imeli na tej stopnji premalo produkta za 
nadaljnje reakcije, s katerimi bi poskušali bolj mile pogoje hidrolize (npr. NaN3), ponovna 
sinteza od začetka pa časovno v okviru magistrske naloge ni bila mogoča, smo na tej točki 
ta postopek zaključili. 
Pri reakcijah z vsakim od elektofilnih reagentov smo poskušali spreminjati različne 
reakcijske pogoje: 
1. povišana temperatura 
2. prebitek reagenta 
3. uporaba različnih topil: diklorometan, aceton, DMF, THF 
4. uporaba mikrovalov 
5. dodatek katalizatorja faznega prehoda (TBABr) 
Preglednica I: Različni uporabljeni reakcijski pogoji 
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5.3 Opis reakcije po drugi sintezni shemi 
Ker večina reakcij po prvi sintezni shemi ni potekala, ali pa je potekla v premajhen obsegu, 
smo poskušali na analogen način sintetizirati spojine s pomočjo izhodne spojine, ki ima že 
pripet aminoetilni del. Sintezne poti, ki vodijo do reagenta 4 potekajo analogno kot pri sintezi 
reagenta 2. Razlike med estrom in amidom, ki je vezan na mestu dve aromatskega obroča so 
predvsem v steričnih in elektronskih vplivih obeh funkcionalnih skupin. Čeprav sta amidna 
in estrska funkcionalna skupina po velikosti in kemičnih lastnostih dokaj podobni, se je 
izkazalo, da večina reakcij nekoliko bolje poteka pri reagentu z amidno vezjo zaradi večje 
elektronske gostote na amidnem kisiku. 
Reakcijski mehanizem je enak kot pri reagentu 2, kot elektrofile smo uporabili naslednje 
spojine: 
 
Slika 25: Kemijske formule uporabljenih elektrofilov v drugi shemi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
dietil (tosilmetil)fosfonat 
 
 
 
 
metil 4-kloro-3-oksobutanoat 
 
 
 
 
 
dimetil fosfokloridat 
 
 
 
 
 
2-bromoetanol 
 
 
 
 
 
2-bromo-1,3-dimetoksipropan 
 
 
 
 
 
 
etil 3-bromo-2-oksopropanoat 
51 
 
Uspešno smo sintetizirali naslednje spojine: 
 
 
 
Slika 26: Kemijske strukture sintetiziranih produktov 
 
Produkt 9 smo pripravili uspešno in sicer tako da smo dodali prebitno količino elektrofila, 
TBABr in segrevali ob refluksu. Tekom izolacije in karakterizacije produkta smo ugotovili, 
da je prišlo tudi do delne hidrolize estra, tako da smo pravzaprav izolirali produkt z naslednjo 
strukturo: 
 
 
Slika 27: Kemijska strukture nepričakovano sintetizirane spojine 
 
Zakaj točno poteče hidroliza nismo ugotovili, sumimo pa, da bi lahko do hidrolize prišlo 
zaradi sledov vode v topilu, ki bi pri bazičnih pogojih hidrolizirala eno od etilnih skupin. 
Drug možen razlog bi lahko bili bromidni ioni katalizatorja faznega prenosa, ki lahko 
delujejo kot nukleofili in prav tako hidrolizirajo etilni ester. Kljub vsemu smo spojini 
poskušali odstraniti benzilne skupine po predvideni poti. Dobili smo premajhno količino 
produkta, da bi lahko opravili vse analize, ker se spojina zelo slabo topi v vseh topilih, tudi 
v metanolu, smo pa dobili dovolj spojine za potrditev, da lahko spojino pretvorimo v končni 
produkt 13. 
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TBABr (na sliki 28) je eden najbolj široko uporabljenih katalizatorjev faznega prenosa. 
Združuje lipofilnost in hidrofilnost, ki sta potrebni za učinkovit fazni prenos. Uporablja se 
za prenos anionov med fazami tekoče-tekoče in trdno-tekoče za alkiliranje amino skupin 
aminov, amidov, laktamov, sulfonamidov in drugih dušikovih heterocikličnih spojin. Tudi 
spojine z žveplom in kisikom se prav tako lahko alkilirajo po omenjenem mehanizmu.  
TBABr je učinkovit pri pospeševanju nukleofilne aromatske substitucije, ker nastanejo 
ariltioestri, ariletri in N-arilbenzodiazepini. 
 
 
 
 
 
Slika 28: Struktura tetra N-butilamonijevega bromida (TBA Br) 
Benzilne skupine običajno odstranjujemo s katalitskim hidrogeniranjem. Katalizator je 
paladij ali paladijev oksid vezan na aktivno oglje, lahko pa tudi kakšna druga zmes prehodnih 
kovin. Aktivno oglje omogoča, da je površina za katalizo večja. Katalitsko hidrogeniranje 
se uporablja za odstranitev tudi nekaterih drugih zaščitnih skupin. Natančen mehanizem 
reakcije ni znan, možen mehanizem je predstavljen na sliki 29. Pri reakciji odščite benzilne 
skupine nastane ekvimolarna količina toluena. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 29: Mehanizem katalitskega hidrogeniranja 
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Produkt 5 smo razdelili na dva enaka dela. En del smo takoj katalitsko hidrogenirali, 
drugemu delu pa smo najprej selektivno odstranili eno fosfonatno estrsko skupino z 
natrijevim azidom in ga nato katalitsko hidrogenirali. Reakcija hidrolize z natrijevim azidom 
je potekla uspešno. 
Produkt 7 smo uspeli sintetizirati, vendar z majhnim izkoristkom in ga nismo uspeli 
pretvoriti v aldehid. Poizkušali smo z različnimi pogoji, ki so opisani v literaturi za pripravo 
aldehidov iz acetalov, ki so prikazani v preglednici (33,34): 
 
1. H2O 
2. H2O/Δ 
3. H2O/CF3COOH/Δ 
4. HCl(aq)/Δ 
 
Preglednica II: Reakcijski pogoji, ki smo jih uporabili za hidrolizo acetala 
Pod blagimi nevtralnimi pogoji reakcija ni potekala, pod ostrejšimi kislimi pogoji pa smo 
dobili neznano spojino, pri kateri smo z analiznimi metodami ugotovili, da ni predvidena 
spojina. Predpostavljamo, da je v tem primeru aldehidna skupina morda reagirala 
intramolekularno z amidno skupino v molekuli. 
Izvedli smo tudi neposredno katalitsko hidrogeniranje spojine 4, da smo dobili končni 
produkt 10, ki je tudi edini končni produkt, ki smo ga v časi izvajanja naloge biološko 
testirali.  
Produkt ni izkazoval biološke aktivnosti na izbrani tarči. 
 
 
Slika 30: Struktura sintetiziranega produkta, ki smo ga biološko testirali 
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S spojino 4 so reakcije potekale nekoliko bolj uspešno, a se je tudi ta reagent izkazal kot 
dokaj nereaktiven za tovrstne reakcije. Poskusi reakcij in reakcijski pogoji so opisani v 
eksperimentalnem delu. Razlogi za to so verjetno sterična oviranost hidroksilne skupine ter  
tvorba intramolekularne vodikove vezi, ki je prisotna pri obeh reagentih: 
 
 
 
Slika 31: Tvorba intramolekularne vodikove vezi 
Alternativno bi lahko poskusili produkte sintetizirati tudi tako, da bi uvedbo stranske skupine 
izvedli že na izhodni kislini, ali pa bi to res izboljšalo potek reakcija pa bi lahko pokazal 
samo eksperiment. 
Z reakcijo katalitskega hidrogeniranja za odstranjevanje benzilnih zaščit smo poleg na 
opisanih produktih izvajali še na osnovnem produktu 4. Uspeli smo sintetizirati naslednje 
spojine:   
 
Slika 32: Kemijske strukture uspešno sintetiziranih spojin za končno testiranje 
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6. SKLEP IN DISKUSIJA 
V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali serijo derivatov N-2-aminoetil-2,4-
dihidroksibenzamida. Izhajali smo iz dveh osnovnih reagentov, estra in amida, na katera smo 
pripenjali različne funkcionalne skupine. Predvidena sintezna pot se je izkazala za dokaj 
težavno, a smo kljub težavam sintetizirali kar nekaj končnih produktov. 
Ob primerjavi reakcij na obeh uporabljenih reagentih smo ugotovili, da je N-aminoetilni 
derivat boljši reagent za uvajanje elektrofilnih skupin na fenolno skupino kot estrski derivat. 
Izkazalo se je, da v obravnavanih reakcijah dodatek katalizatorja faznega prenosa znatno 
izboljša ali sploh omogoča potek reakcij. Večina drugih reakcij je potekala po pričakovanjih, 
nekaj težav smo imeli tudi s katalitskim hidrogeniranjem, kjer so nastale zelo hidrofilne 
končne spojine, ki jih nismo uspeli dobro očistiti z reverzno fazno kromatografijo. Spojine 
bi lahko alternativno čistili tudi s kristalizacijo. 
Ob ponovni izvedbi reakcij bi predlagali, da se sintezo začne z nekoliko večjimi količinami 
izhodnih spojin, ker smo ugotovili, da so izkoristki nekaterih stopenj dokaj nizki.  
Ugotovili smo tudi, da so spojne v začetnih fazah sinteze termično dokaj stabilne, kar 
omogoča uporabo ostrejših reakcijskih pogojev, ki so večinoma potrebni za uspešen potek 
reakcij. 
Ena spojina je bila testirana tekom same izdelave magistrske naloge, druge bodo testirane 
naknadno, saj to v času izdelave magistrske naloge ni bilo možno. Spojina, ki smo jo testirali 
ni izkazovala zaviralnega delovanja na tarčnem encimu. 
V magistrski nalogi smo raziskali reaktivnost tovrstnih spojin, reagentov in intermediatov, 
kar bo lahko služilo kot izhodišče za pripravo novih zaviralcev Ddl in potencialnih 
protibakterijskih spojin, ki so zaradi pojava številnih oblik odpornosti že nekaj časa zelo 
zaželene učinkovine. Ddl je ena od potencialnih bakterijskih tarč, na katero trenutno deluje 
samo ena klinično uporabljenih protibakterijskih učinkovin, to je cikloserin, in zato 
predstavlja zanimivo možnost za razvoj novih učinkovin, ki bi jih lahko sintetizirali po 
reakcijski shemi, ki je opisana v tej magistrski nalogi ali po variacije le-te. 
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